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ABSTRACT

In this study, the effect of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) was investigated on the growth someparameters of
squash (Cucurbita pepo L.) (morphological and physiological) and yellow mosaic disease caused by Zucchini
yellow mosaic potyvirus (ZYMV) which has been known as an important problem of squash cultivation leading
yield losses. Under controlled conditions, three squash cultivars (Comet Fi, Focus F1 and Sakiz) were inoculated
with four different AMF strains (Gigaspora margarita, Glomus mossease,Glomus intraradices and a commercial
AMF) in order to determine the most appropriate combination of squash cultivar and AMF species. Considering
colonization rate and mycorrhizal dependency,the most appropriate combination was determined between Sakiz and
commercial AMF, Focus Fiandcommercial AMF, and Comet F; andGlomus mosseae. These combinations were
used in the subsequent experiment. At the end of the study, it was found that the application of AMF was stimulated
plant growth positively. Generally, chlorophyll contents were decreased in plants inoculated with AMF and ZYMV
compared to control plants. The phosphorus content was not statistically significant between the applications. It was
determined that the disease severity was increased in mycorrhizal plants compared with non-mycorrhizal plants. On
the other hand the virus concentration was decreased in AMF and ZYMYV pathosystem.
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OZET

Bazi Yazlik Kabak Cesitlerinde (Cucurbita pepo L.) Arbuskiiler Mikorhizal Fungus (AMF) Uygulamasinin
Kabak Sar1 Mozaik Viriisii (Zucchini yellow mosaic potyvirus-ZYMYV)’NE Etkileri

Bu calismada Arbuskiiler Mikorhizal Fungus (AMF) uygulamalarinin kabak (Cucurbita pepo L.) yetistiriciliginde
olduk¢a Onemli sorun olan ve verim kayiplarma yol agan Zucchini yellow mosaic potyvirus (ZYMV)
patojenininneden oldugu mozaik hastaligina ve kabak bitkisinin bazi gelisim parametreleri (morfolojik ve fizyolojik)
iizerine etkisi incelenmistir. Denemede en uygun kabak ¢esidi x AMF tiirii kombinasyonunu bulmak amaciyla iklim
odasinda kontrollii sartlarda {i¢ farkli kabak cesidi (Comet Fi, Focus Fi ve Sakiz) dort farkli AMF tiirii ile
(Gigaspora margarita, Glomus mossease, Glomus intraradices ve Ticari AMF) inokule edilmislerdir. Gerek
kolonizasyon ve gerekse mikorhizal bagimlilik agisindan en iyi uyum Sakiz x Ticari AMF, Focus F1 X Ticari AMF
ve Comet F; X Glomus mosseae kombinasyonlarinda belirlenmistir. Calisma sonucunda; AMF uygulamalarinin
kabak bitkisinin gelisimini pozitif yonde etkiledigi ortaya konmustur.Klorofil igeriginin genel olarak ZYMV ve
AMF inokule edilmis bitkilerde kontrol bitkilerine gére azaldigi, fosfor igerigi agisindan ise uygulamalar arasinda
istatistiki agidan dnemli farkliliklarin olmadigi goriilmiistiir. AMF x ZYMYV patosisteminde ise mikorhizal bitkilerde
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hastalik siddetinin mikorhizal olmayanlara gore arttig1, buna karsilik, viriis konsantrasyonunun distiigii belirlen-
mistir.

Anahtar kelimeler: Kabak, Arbuskiiler Mikorhiza Fungus (AMF), Zucchini yellow mosaic potyvirus (ZYMV)

GIiRiS
Anavatan1 Meksika ve ABD’nin Giineybati eyaletleri olan kabak bitkisi, Cucurbitaceae familyasindandir.
Amerika’nin kesfinden sonra Avrupa’ya getirilen kabak bitkisi buradan da diinyanin diger iilkelerine yayilmistir
(Sensoy et al., 2011). Yillara gore degigsmekle birlikte diinya kabak iiretimi 16 milyon ton, lilkemiz kabak {iretimi ise
360.000 ton’dur(FAOSTAT, 2010).Ulkemiz kabak iiretiminin 80.000 ton’ukislik, 280.000 ton’uyazlik kabaktir
(Anonim, 2010).

Kabak bitkisinde bir¢ok fitopatojen hastalik etmeni 6nemli zararlanmalara yol agmaktadir. Bu hastalik
etmenleri arasinda yer alan Zucchini yellow mosaic potyvirus (ZYMV), 750 x 11 nm boyutlarinda ipliksi partikiillere
sahip olup, genomu tek iplikli RNA yapisindadir (Brunt et al., 1996). ZYMYV, diger potyviriislerde oldugu gibi
yaprak bitleri ile non - persistent olarak tasinmaktadir (Lisa et al., 1981; Lecoq et al., 1991).Viriis, mekanik olarak
da tasinabilmekle beraber, tohumla taginmanin olmadig: belirtilmektedir (Yuan and Ullman, 1996).ZYMV, kabakgil
tirlerinde, bodurluk, klorosis, deformasyon ve ¢igek azalisina, buna bagli olarak da 6nemli verim kayiplarina neden
olmaktadir (Blua and Perring, 1989).

Mikorhiza, bitki kokleri ile bazi funguslar arasinda siirekli bir sekilde mutualistik simbiyotik yasamin
olugsmasina denir. Mikorhizal funguslar 7 farkli grupta bitkilerle simbiyotik bir iligki kurarlar. Bu gruplar iginde
Arbiiskiiler Mikorhizal Funguslar (AMF) en eski ve en biiyiik grubu olusturmakta ve karasal bitkilerin %80’inde
goriilmektedir (Smith and Read, 2008). AMF basta fosfor (P) olmak iizere bitkilerin besin alinimint artirmasinin
yanisira, biyotik (baz1 fungal kok hastaliklart ve nematod zarar1) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, pH, toprak yapisi,
agir metal veya toksisite) stres faktdrlerine karsi bitkinin direncini arttirmaktadir (Demir and Akkoprii, 2007).

Kabakgiller familyast da genel olarak mikorhizal uyumu yiiksek olan kiiltiir bitkisi familyalar1 iginde yer
alir. AMF olusumunun bu familyaya ait bazi kiiltiir bitkilerindeki uyumu ve gelisme etkisine dair bir¢ok ¢aligma
yapilmis ve bazi verim ve gelisim parametrelerinin olumlu yonde tesvik edildigi ifade edilmistir (Trimble and
Knowles, 1994; Cigsar ve ark., 2000; Demir, 2002; Sensoy et al., 2011).

S6z konusu ¢aligmada; AMF uygulamasinin, kabak yetistiriciliginde olduk¢a 6nemli sorun olan ve verim
kayiplarina yol agan Zucchini yellow mosaic potyvirus (ZYMV)’niin yol actig1 hastaliga ve kabak bitkisinin bazi
gelisim parametreleri iizerine etkisi incelenmistir.

MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada birinci agsama olarak yazlik kabak (Cucurbita pepo) tirtiniin ZYMV’ ye farkli dayaniklilik
reaksiyonlar1 gosteren Comet Fi (dayanikli), Focus Fi (tolerant) ve Sakiz (duyarli) kabak gesitleri ve Gigaspora
margarita, Glomus mossease, Glomus intraradices ve Ticari AMF (MYCOR TREE SAVER = Pisolithus tinctorius,
Entrosphora columbiana, Glomus clarum, G. etunicatum ve G. intraradices) AMF izolatlar1 kullanilarak en iyi
performansi gosteren yazlik kabak g¢esidi x AMF tiirii kombinasyonu belirlenmis ve bu kombinasyon daha sonra
calismanin 2. asamasinda kullanilmistir. Patojen inokulasyonlarinda kabak bitkisinden izole edilmis olan ve hastalik
siddeti yiiksek olan ZYMYV izolat1 kullanilmistir.

Bitki yetistirme ortami

Calismanin 1.agamasinda (uygun yazlik kabak g¢esidi x AMF tiiri kombinasyonunun belirlenmesi) kabak
fideleri, bir gbzii 4,7x4,7x6,0 cm ebatlarindaki 45°1ik plastik viollerde yetistirilmistir. 2. asama’da (AMF ve patojen
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uygulamasi) ise 22x20x10 cm ebatlarinda plastik saksilar kullanilmigtir. Her iki uygulamada da 1:1 oraninda torf-
perlitkarigimindan olusan har¢ materyali, ortii materyali olarak da vermikulit kullanilmigtir. Denemeler 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik, 25-27 °C sicaklik %60-65 nem kosullarina sahip iklim odasinda yiirtitiilmiistiir.

Uygun kabak ¢esidi x AMF tiirii kombinasyonunun belirlenmesi

Calismanin bu agamasinda bir gozii 4,7 x 4,7 x 6,0 cm ebatlarindaki plastik viyoller kullanilmis ve {i¢ farkl
kabak cesidi dort AMF fungus tiirii ile inokule edilmistir. Bitki yetistirme ortami viyollere konularak, mikorhiza
inokulasyonu yapilacak viyollerde tohum yatagia 2.5 gr AMF inokulumu, kontrol olarak kullanilacak viyollerde
ise tohum yatagina 2.5 g steril torf/perlit karigimi ilave edilmistir. Ekimi yapilacak kabak tohumlart ii¢ defa saf su ile
yikanarak, % 2’lik NaOH’da 5 dakika tutulmus, tekrar iki defasteril saf su’dan gegirilerek yiizey
dezenfeksiyonusaglanmustir. iki faktorlii, 15 farkli uygulama grubu ve 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 15 bitki olacak
sekilde tesadiifi parseller deneme desenine goére olusturulan bitki gruplari 12 saat 1siklanma siiresi, 25-27°C ve %60-
65 nem kosullarina sahip kontrollii kosullardaki iklim odalarinda yetistirilmistir. Tohumlar ¢imlenene kadar iki
giinde bir, ¢cimlenme gerceklestikten sonra her giin saf su ile sulanmistir. Yetistirme periyodu siiresince bitkilere 3
kez her viole 5 ml gelecek sekilde seyreltilmis besin soliisyonu verilmigtir. Deneme sekiz hafta sonra
sonlandirilarak, bitki koklerinde AMF olusumunu tespit etmek iizere fiksasyon ve boyama islemleri yapilmistir
(Phillips and Hayman 1970). Boyali kdklerdeki AM funguslarinin kolonizasyon %’sini saptamak tizere Grid-Line
IntersectMetodu (Giovanetti and Mosseae, 1980) kullanilmis ve stereoskop mikroskop altinda (4x10 ve 10x10)
kolonizasyon oranlar1 belirlenmistir. Mikorhizal bagimlilik oranlar1 ise Declerc et al. (1995)’a gore hesaplanmustir.
Kolonizasyon ve mikorhizal bagimlilik sonuglarina gore en iyi c¢esit X AMF kombinasyonu daha sonra ikinci
denemede kullanilmistir.

Kabak Fidelerinde AMF Uygulamasimin Zucchini yellow mosaic virus’iine Etkileri’nin
Belirlenmesi Fidelerin yetistirilmesi

Mikorhizal kolonizasyon ve bagimlilik belirleme ¢aligmalar1 sonucunda belirlenen en iyi kabak ¢esidi x AMF
tirli kombinasyonlar1 (Comet F1 X Glomus mosseae, Focus F1 x Ticari AMF ve Sakiz x Ticari AMF), ¢aligmanin 2.
kisminda kullanilmigtir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore kurularak 12 farkli muamele grubu
olusturulmus ve her muamele 5 tekerriirden olugsmustur. Muamele gruplari: Comet F; Kontrol, 2: Comet F1 x
Glomus mosseae, 3: Comet F1 x ZYMV, 4: Comet F; x Glomus mosseae x ZYMV, 5: Focus F1 Kontrol, 6: Focus F:
X Ticari AMF, 7: Focus F1x ZYMV, 8: Focus F1 x Ticari AMF x ZYMYV, 9: Sakiz Kontrol, 10: Sakiz x Ticari AMF,
11: Sakiz x ZYMYV, 12: Sakiz x ZYMYV x Ticari AMF olarak diizenlenmistir.

Calismada 4,7x4,7x6,0 cm ebatlarindaki 45°lik plastik viollere 1:1 oraninda torf-perlitkarigimindan olusan
har¢ materyali konularak tohum yatagina 2.5 gr AMF inokulum (25 spor/g toprak) uygulamasi yapilmis, AMF
kullanilmayan uygulamalar i¢in hazirlanan fide yataklarina ise AMF izolati yerine sadece torf:perlit ve vermikulit
birakilmistir. Viyollerde bulunan kabak fideleri 8 hafta siiresince 12 saat 1s1klanma siiresi, 22+2 °C sicaklik ve % 60-
70 orantili nem kosullarina iklim odasinda tutularak, bu siirenin sonunda her uygulama grubunda 5 bitki olacak
sekilde 22x20x10 cm ebatlarinda ve iginde 1:1 oraninda perlit:torf karisimi bulunan  plastik saksilara
sastrtilmiglardir.

ZYM viriisiiniin bitkilere bulastirilmasi

Saksilara sagirtilan kabak fidelerine ZYMV - Adana izolat1 kotiledon déneminde mekanik inokulasyon
yontemiyle bulastirilmustir. infeksiyonun gergeklesip gerceklesmedigi inokulasyon sonrasi iki hafta boyunca yapilan
simptomatolojik goézlemler ve ayni siire sonunda gergeklestirilen Reverse Transckriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PZR) testiyle belirlenmistir. Kabak bitkilerinden total niikleik asit ekstraksiyonu Foissac et al.
(2002)’1n bildirdigi silika temelli yonteme gore yapilmistir. Viral etmenin bulastirildigi her bir uygulamada 0.5 gr
taze bitki yapragi igin 2.5 ml ekstraksiyon tamponu kullanilmistir. PZR testinde kullanilan total niikleik asit
icersindeki viral RNA’ ya cDNA sentezi, RT enziminin temin edildigi firmanin bildirdigi yonteme gore
gerceklestirilmistir. Ayrica viriisiin bulagtirildigi uygulamalarda viriis konsantrasyonunun arttif1 yada azaldigi
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hakkinda tahmin yiiriitiilebilmesi amaci ile denemedeki 6 Ornegin esit hacimdeki total RNA’larina bes farkli
sulandirma (1:1, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500) gerceklestirilmistir. Uygulamada, klif protein geninin tamamini ¢ogaltan
ve biinyesinde kesim enzimi dizisi barindiran  primer dizileri  kullanilmustir  (Z-HindllI-F-5’-
CAGTAAGCTTTCAGGCACTCAGCCAACT-3’,Z-Sacl-R-5-
CAGTGAGCTCCTGCATTGTATTCACACCTAGT-3’). PCR c¢ogaltimindan sonra elde edilen PZR firiinleri,
%1.5’luk agaroz jel’de elektroforez edilmis, daha sonra etidyum bromid ile boyanarak jelgoriintiilemesi yapilmistir.

Hastalik siddetinin degerlendirilmesi

Kabak bitkilerinde ZYMV’nin neden oldugu hastalik siddetini belirlemek amactyla, hastalik etmeninin
bulastirildig1 periyottan itibaren goézlemler yapilmis ve bitkideki hastalik belirtileri inokulasyondan 4 hafta sonra
degerlendirilmistir. Bu amacla 1 - 5 skalas1 (1: hi¢ symptom yok, 2: hafif ve orta diizeyde belirti, 3: siddetli belirti,
4: ¢ok siddetli belirti, 5: yaprak ve govdede siddetli malformasyonar) kullanilmigtir (Mignouna et al., 2001). Bu
degerlendirme sonuglar1 asagidaki formiil yardimiyla hesaplanarak hastalik siddeti (%) olarak tespit edilmistir.

n
Hast. Sid. (%)=[Z (Skala degeri x frekans);] x100 / [Toplam bitki sayis1 (n) x En yiiksek skala degeri]
i1

Kabak bitkisi yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarinin belirlenmesi

AMF (+) ve AMF (-) kabak bitkilerindeki klorofil miktarin1 belirlemek amaciyla yapraklarda klorofil tayini
yaptlmistir (Smith and Benitez, 1955).Her uygulamadan 0.5 g’ lik yaprak ornekleri alinarak derin dondurucuya
konmustur.Klorofil tayini yapilacagi zaman derin dondurucudaki yaprak ornekleri porselen havan konarak iizerine
spatiil ucu ile CaCO3 ve kuvars kumu konulmus ve 10 ml % 80’lik aseton ilave edilerek iyice ezilmiglerdir.
Hazirlanan bu karisimin hepsi tiipe aktarilmis ve 5 ml % 80’lik asetonla 2 kez yikanan havandaki kalint1 da yine
ayni tlipe ilave edilmistir. Karigimin oldugu tiip daha sonra 5000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmis ve lstte
olusan sivi tekrar ayn1 devirde santrifiij edilerek berrak iist faz elde edilmistir.Bu iist fazdan 4 ml ¢ekilerek bir tiipe
konmus ve iizerine 12 ml % 80’ lik aseton ilave edilmistir. Tiip hafifce alt {ist edilerek ¢alkalanmis daha sonra 645
ve 663 nm dalga boyunda spektrofotometrede okumalar1 yapilip, kabak bitkisi yapraklarindaki klorofil a, klorofil b
ve toplam klorofil i¢erikleri saptanmustir.

Kabak bitkilerin morfolojik gelisim parametreleri ve total fosfor iceriginin belirlenmesi

Deneme kapsaminda kullanilan kabak fidelerinin boyu cetvel yardimiyla 6lgiilerek kaydedilmistir. Bunun
disinda biber bitkilerin kok ve siirgiin agirliklar tespit edilmis; yas agirliklart tespit edilen bitkilerin kdk ve yesil
aksam Ornekleri kese kagitlarina konularak 70 °C’de 48 saat siiresince kurutma dolaplarinda tutularak toplam kuru
agirliklar belirlenmistir (Kacar, 1984). Ayrica, kuru agirliklari belirlenen bitki 6rneklerinde vanadomolibdofosforik
sar1 renk yontemi ile spektrofotometre kullanilarak fosfor degerleri (%) de tespit edilmistir (Kacar, 1994).

istatistiki degerlendirmeler
Calisma sonunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SAS paket programi kullanilmig ve Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi uygulanmistir (SAS, 1998).

BULGULAR VE TARTISMA
Uygun AMF ve Kabak Cesidi Kombinasyonlari

Calismada oncelikle ZYMV’ye farkli dayaniklilik reaksiyonlari gosteren Comet F; (dayanikli), Focus Fi
(tolerant) ve Sakiz (duyarli) kabak gesitleri ile dort farkli AMF (Gigaspora margarita, Glomus mosseae, Glomus
intraradices veTicari AMF) tiirii kontrollii kosullarda denemeye alinmistir. iklim odasi ve laboratuar calismasi
sonucunda yapilan degerlendirmeler 1s181inda kabak ¢esitlerinin farkli mikorhizal funguslarla kurduklar1 simbiyotik
yasam sonucu ortaya ¢ikan sonuglara gore kolonizasyon oranlar1 %23- 79, mikorhizal bagimlilik oranlari ise %41.53
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- 1.83 arasinda degismistir (Cizelge 1). Elde edilen degerler dikkate alinarak galigmanin daha sonraki agsamalarinda
Sakiz ve Focus F1 ¢esitlerinde ticari AMF, Comet Figesidinde ise G. mosseae AMF tiirii kullanilmistir.

Cizelge 1. Farkli AMF tiirlerinin ZYMV’ne farkli tolerans gosteren kabak gesitlerindeki arbuskiiler mikorhizal fungus (AMF) kolonizasyonu ve
mikorhizal bagimlilik oranlar

Uygulamalar AMF Kolonizasyon Yiizdesi (%) Mikorhizal Bagimlihk Oram (%)
Sakiz x Kontrol - -

Sakiz x Glomus mosseae 79 0

Sakiz x Glomus intraradices 76.9 -42.55*
Sakiz x Gigaspora margarita 69.2 -2.03
Sakiz x Ticari AMF 68.3 39.46
Focus F; x Kontrol - -

Focus F; x Glomus mosseae 40.5 -11.7
Focus F; x Glomus intraradices 23 -5.08
Focus F; x Gigaspora margarita 42 -0.81
Focus F; x Ticari AMF 419 13.29
Comet F; x Kontrol - -
Comet F; x Glomus mosseae 49.1 20.15
Comet F; x Glomus intraradices 23.1 23.02
Comet F; x Gigaspora margarita 328 1.83
Comet F; x Ticari AMF 30.1 41.53

* (-): mikorhizal bagimhlik yok.

Mikorhizal funguslara uyum ve mikorhizal yasama bagimlilik dogal ekosistemlerde bitkilerin populasyon
yapist ve dinamigini birinci derecede etkilemekte (Van der Heijden et al., 1998), tarimsal ekosistemlerde ise farkl
tir x AMF veya ayni tiir i¢indeki farkli genotip x AMF etkilesimlerinin arastirilmasi ve uygun kombinasyonlarin
ortaya konmasi ise bitki gelisimi ve dayanikliligi artirmak agisindan olduk¢a 6nemli goriilmektedir (Sensoy et al.,
2007). AM funguslar gerek biotik gerekse abiotik stres kosullarina karsi birgok kiiltiir bitkisini olumlu yonde tesvik
etmekle beraber son yillarda yapilan ¢alismalar, bitkilerdeki pozitif etkinin, genetik varyasyona bagl olarak cesitler
arasinda farklilik gosterebilecegini gostermistir (Declerck et al., 1995; Linderman and Davis, 2004; Sensoy et al.,
2007). Sensoy et al., (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada dort farkli hibrid kabak ¢esidinde ii¢ farklit AMF
fungusunun kolonizasyon ve mikorhizal bagimlilik oranlar birbirinden farklilik gostermistir.Bu ¢alismada da farkli
kabak cesitlerinin ayn1 veya farkli AMF’lara tepkileri hem kolonizasyon orani hem de mikorhizal bagimlilik
acisindan degiskenlik gostermistir (Cizelge 1).

ZYMYV ve AMF inokulasyonu yapilmis kabak bitkilerinde hastalik siddeti, virus konsantrasyonu ve
AMF kolonizasyonu

Calisma kapsaminda elde edilen bulgulara gore ZYMV inokulasyonu yapilmis bitkilerde, ZYMV
inokulasyonu yapilmamis bitkilere oranla her gesitte farkli simptomlarin olustugu gozlenmistir. Bu baglamda
ZYMV’ nin tek basina kullanildig: bitkilerde belirtiler biraz daha 1limli oldugu belirlenmisken, ZYMV’ nin AMF ile
kombinasyonlarinda ise simptomlarin siddetlendigi gozlenmistir. Hastalik siddetibelirleme calismalarinda buna
paralel sonuglar elde edilmis, AMF tiirlerinin ZYMV ile kombinasyonunun hastaligi daha ¢ok siddetlendirdigi
belirlenmistir (Cizelge 2)gozlenmistir.

Cizelge 2. ZYMV ve AMF inokulasyonu yapilmis kabak bitkilerinde hastalik siddeti oranlari

Uygulamalar Hastalik siddeti (%)
Sakiz x ZYMV 44 e

Sakiz x Ticari AMF x ZYMV 76 a***
Focus F; ZYMV 52 ¢

Focus F; x Ticari AMF x ZYMV 72 b

Comet Fyx ZYMV 36 f

Comet F; x Glomus mosseae x ZY MV 48 d

*** P < 0,001
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ZYMV’nin kabak bitkilerinde olusturdugu hastalik siddeti uygulamalara gére %36 - 76 arasinda degismis,
aradaki farkliliklar istatistiki olarak da 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6). En yiiksek hastalik siddeti Sakiz x Ticari
AMF x ZYMVuygulama grubunda (%76) tespit edilirken, en diisiik hastalik siddeti ise Comet F1 X ZYMV muamele
grubunda (% 36) belirlenmistir.

ZYMV ile inokule edilmis kabak bitkilerinden alinan 6rneklerle yapilan PCR uygulamasi sonuglarina gore,
hastalik siddetinin tersine, AMF uygulamasinin viriis konsantrasyonunu ciddi sekilde azalttig1 belirlenmistir (Sekil 1
a,b).

1:1 1:10 1:50 1:100 1:500 1:1 1:10 1:50 1:100 1:500 1:1 1:10 1:50 1:100 1:500

. N

Sakiz x ZYMV Sakiz x ZYMYV x AMF Focus x F1 ZYMV

1:1 1:10 1:50 1:100 1:500 1:1 1:10 1:50 1:100 1:500 1:1 1:10 1:50 1:100 1:500

v

b

N N 7N S

Focus F1x ZYMV x AMF Comet F1x ZYMV Comet F1x ZYMV x AMF

Sekil 1. ZYMYV inokulasyonu yapilmis kabak bitkilerinin PCR uygulamasi sonucunda elde edilen jel goriintiileri a) sulandirilmis oranlardaki
Sakiz x ZYMV, Sakiz x ZYMV x AMF, Focus Fix ZYMV b) sulandirilmis oranlardaki Focus F; X ZYMV x AMF, Comet F; x ZYMV
ve Comet F1 x ZYMV x AMF

PCR sonuglarina gore Sakiz x ZYMV uygulamasinda 1:1 ve 1:10 sulandirma oranlarinda sonug alinabilmis,
diger sulandirma oranlarinda ise sonu¢ alinamamustir. Sakiz ¢esidinde ZYMV ve AMF kombinasyonlarinda
yalnizca 1:1 sulandirma oraninda sonu¢ alinmistir. Focus F1 x ZYMV uygulamasinda sadece 1:1 sulandirma
oraninda sonu¢ alimmustir, diger sulandirma oranlarinda ise sonu¢ alinamamstir (Sekil 1 a). Focus F1 X ZYMV x
AMF uygulamasinda da sadece 1:1 sulandirma oraninda sonug¢ alinmig, diger sulandirma oranlarinda ise sonug
alinamamustir. Comet F1 X ZYMV ve Comet F1 x ZYMV x AMF uygulamalarinda ise PCR goriintiileme sonuglarina
gore higbir bant gozlenmemistir (Sekil 1 b).

Bitki ile simbiyotik iliskiye giren AM fungusu, bitkiye penetrasyon yaptiktan sonra bitkide dnemli fizyolojik
degisikliklere yol agmakta ve bu durum bitkilerin hastalik etmenlerine karst davraniglarini da etkilemektedir. Obligat
ve fakiiltatif patojenler mikorhizali bitkilerin yesil aksamina uygulandiklarinda bitkilerin daha siddetli
hastalanmalarina yol agmaktadirlar. Viriis, pas ve kiilleme gibi obligat patojenlerle, yesil aksamda hastalik yapan
bazi fakiiltatif patojenler mikorhizali bitkilerde daha etkili olabilmektedir (Dehne, 1982). Calisma kapsaminda elde
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edilen veriler 15181nda AMF’nin ZYMV ‘nin simptomlarimi arttirdigi, buna bagli olarak da hastalik siddetini tesvik
ettigi gozlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar Davis et al. (1979), Schonbeck (1980), Dehne (1982)’nin
yaptiklar1 calismada elde ettikleri “AM funguslarinin viral hastaliklara etkisi ise daha ¢ok tesvik edici yondedir”
olgusunu da desteklemektedir. Ozellikle mikorhizal Sakiz cesidinde (duyarl cesit) ZYMV nin hastalik siddetinin
mikorhizal olmayan ¢eside gore daha yiiksek oldugu saptanmustir (Cizelge 2). Ote yandan PCR sonuglarina gére ise
mikorhizal kabak bitkilerindeki virus konsantrasyonunun mikorhizal olmayan bitkilere gore azaldig1 belirlenmistir.

Viriis ve diger obligat patojenlerdeki duyarlilik artis1; mikorhizal yagama sahip bitkilerin daha iyi beslenmesi
sonucu gelisimin ve fizyolojik uyarimlarin artmasi (Davis et al., 1979; Dehne, 1982), ve P’un viriislerin yap1 tast
olan niikleik asitler ve enerjice zengin bilesiklerdeki rolii dikkate alinarak stimule edilmis protein sentezinin bu
olaya yardim ettigi ifade edilmektedir (Daft and Okusanya, 1973; Dehne, 1982; Shaul et al., 1999).Bu ¢alismada da
P igerigi agisindan uygulamalar arasinda, Sakiz x Ticari AMF x ZYMV ve Focusl x ZYMV uygulamalari harig,
istatistiki olarakonemli farkliliklar bulunmamakla beraber, ZYMV nin veya AMF + ZYMYV inokulasyonlarinin yer
aldig1 uygulamalarda P igeriginin yiiksek oldugu (Cizelge 6), 6zellikle hastalik siddetinin en yiiksek oldugu Sakiz x
Ticari AMF x ZYMV uygulamasinda P igeriginin diger uygulamalara gore daha yiiksek oldugu, buna paralel olarak
hastalik siddetinin artt1g1 tespit edilmistir (Cizelge 1).

Grid-Line Intersect metodu kullanilarak kabak bitkisi koklerindeki AMF tiirlerinin kolonizasyon oranlar1 %
44.2 -65.7 arasinda degistigi ve deneme kapsamindaki tiim kabak cesitlerinin AMF tiirleri ile kolonize oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3). Kontrol bitkilerindeki AMF kolonizasyonunun Sakiz ticari gesit hari¢ genel olarak virus
enfeksiyonuna paralel olarak azaldigi tespit edilmistir (Cizelge 3).Bu caligmaya benzer sonuglar Takahashi et al.
(1994) tarafindan da elde edilmis ve virus inokulasyonunun AMF kolonizasyonunu azalttigini bildirmislerdir. TMV
ve AMF ilgkisinin aragtirildig1 baska bir caligmada, elektron mikroskop gézlemleri sonucunda TMV partikiillerinin
AMF hiflerinin ¢evresinde bulunmadigi ve AMF’nin viruslarla temas halinde olmadig: tespit edilmistirkanaatine
varilmistir (Jabaji-Hare and Stobbs 1984).

Cizelge 3. ZYMV ve AMF inokulasyonu yapilmis kabak bitkilerinde AMF kolonizasyon oranlari (%)

Uygulamalar AMF Kolonizasyon oram (%)
Sakiz x Ticari AMF 525b

Sakiz x Ticari AMF x ZYMV 65.7 a***

Focus F; x Ticari AMF 46.7b

Focus F; x Ticari AMF x ZYMV 53.8b

Comet F, x Glomus mosseae 53.6b

Comet F1x Glomus mosseae X ZYMV 442b

% P < 0,001

ZYMYV ve AMF inokulasyonlarinin kabak fidelerinin morfolojik gelisimine etkisi

Calisma kapsaminda yer alan muamele gruplarinda bazi morfolojik parametreler arasinda farkliliklarin
oldugu belirlenmis ve bu farkliliklarin istatistiki anlamda da onemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4). Kabak
bitkilerinin toplam yas agirlikliklar1 ve bitki boyu acisindan uygulamalar arasinda P < 0.001 diizeyinde farkliliklar
gostermistir. En yiiksek yas agirlik ve boy degeri sirasiyla Focus F1 x Ticari AMF (53.600 gr) ve Sakiz x Ticari
AMF (32.625 cm) uygulamalarinda, en diisiik yas agirlik ve boy degerleri ise Sakiz x Ticari AMF x ZYMV
(swrastyla 5.950 gr ve 11.69 cm) uygulamasinda tespit edilmistir (Cizelge 4). Uygulamalar arasinda, toplam kuru
agirlig1 bakimindan istatistiki agidan 6nemli farkliliklar olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4).
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Cizelge 4. AMF ve ZYMV inokulasyonlarinin kabak ¢esitlerinde bazi morfololojik gelisim parametrelerine etkisi

Uygulamalar Yas Agirhik(g) Kuru Agirlik (g) Bitki Boyu(cm)
Sakiz x Kontrol 18.94 cde 2.79 a6d 29.25 ab
Sakiz x Ticari AMF 53.50 a*** 6.02 a 32.62 a***
Sakiz x ZYMV 8.22 de 129a 20.75de
Sakiz x Ticari AMF x ZYMV 59e 167a 11.69 f
Focus F; x Kontrol 21.34cd 265a 26.33 bed
Focus F; x Ticari AMF 53.60 a 5.63a 28.25 abc
Focus F; x ZYMV 12.18 de 154a 17.00 e
Focus F; x Ticari AMF x ZYMV 19.43 cde 284a 20.75de
Comet F; x Kontrol 27.57 be 258 a 23.25cd
Comet F; x Glomus mosseae 37.82b 4.60a 30.50 ab
Comet F1x ZYMV 19.38 cde 215a 26.75 be
Comet F; x Glomus mosseae x ZYMV 35.89b 411a 25.87 bed

*** P <0,001, 6d : onemli degil

Mikorhizal yasam biiyiik dl¢iide bitki - fungus arasindaki besin aligverigine dayanan ve karsilikli beslenme
iligkisi iginde yiiriiyen bir simbiyotik yasam seklidir. Bu konuda yapilan ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu bitki lehine
olan beslenme yoniine dikkati ¢ekmisler ve AM bitkilerinin daha iyi gelistigini ifade etmislerdir (Rhodes, 1980;
Hayman, 1982; Marschner, 1995). Bu c¢aligmanin temel amagclarindan biri de bu beslenmenin, 6zellikle bitki
acisindan avantajlarini ortaya koymak olmustur. Nitekim morfolojik parametreler agisindan mikorhizal kabak
bitkilerinin mikorhizal olmayanlara gére daha tesvik edildigi ve soz konusu parametre degerlerinin arttig1 tespit
edilmistir (Cizelge 4). Sadece AMF tiirlerinin yer aldigi uygulamalarda bitki yas agirliginda ve bitki boyunda
kontrol uygulamalarina gore artis gozlenirken, AMF ve ZYMV’nin kullanildigi kombinasyonlarda ise bitki yas
agirligi ve bitki boyunda diisiislerin oldugu belirlenmistir(Cizelge 4). AMF nin kabakgil bitkileri tizerindeki olumlu
etkisi, Demir (1998) ve Cigsar ve ark.(2000) tarafindan yapilan ¢alismalarda da tepit edilmistir. S6z konusu
aragtirmalar sonucunda AMF inokulasyonunun bitki biiyiimesini olumlu ydnde etkiledigi, mikorhizal bitkilerin
yaprak, govde, kok yas kuru agirliklart ve yaprak alani degerleri mikorhizal olmayanlara gore daha yiiksek oldugunu
saptamislardir. ZYMV ’nin mikorhizal kabak bitkilerdeki morfolojik parametreleri olumsuz yonde etkilemesi’ne dair
sonuglar Sipahioglu et al. (2009) tarafindan patateste yapilan arastirmanin sonuglariyla paralellik gdstermektedir.

ZYMV ve AMF inokulasyonlarinin kabak fidelerinin yapraklardaki klorofil a, klorofil b ve total
klorofil miktarina etkisi

Calisma kapsaminda bitkilerdeki morfolojik gelismeye temel olabilecek, fotosentez aktivitesine dayali bazi
fizyolojik kriterleri saptamak amaciyla klorofil analizleri (klorofil a, klorofil b, total klorofil) yapilmistir. Klorofil
iceriklerine bakildiginda klorofil a ve total klorofil agisindan uygulamalar arasinda dnemli fark olusmazken klorofil
b’ nin istatistiki agidan 6nemli oldugu goriilmiistiir (P < 0.001) (Cizelge 5). En yiiksek klorofil b degerine sahip
uygulamanin Sakiz x Kontrol (0.00014 ml/gr) oldugu tespit edilirken en digiik klorofil b degerine sahip
uygulamalarin ise Sakiz x Ticari AMF x ZYMV (0.00006 ml/gr) ve Comet F1 X Glomus mosseae (0.00006 ml/gr)
oldugu belirlenmistir (Cizelge 5).
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Cizelge 5. AMF ve ZYMV inokulasyonlarinin kabak gesitlerinin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b ve total klorofil degerlerine etkisi

Uygulamalar Klorofil a(mg/ g) Klorofil b (mg/(g) Total Klorofil(mg/ g)
Sakiz x Kontrol 0.0002 a 6d 0.00014 a*** 0.0003 a 6d
Sakiz x Ticari AMF 0.0002a 0.00011 b 0.0003 a
Sakiz x ZYMV 0.0002a 0.00008 ¢ 0.0003 a
Sakiz x Ticari AMF x ZYMV 0.0002a 0.00006 d 0.0003 a
Focus F; x Kontrol 0.0002a 0.00007 cd 0.0003 a
Focus F; x Ticari AMF 0.0002a 0.00008 ¢ 0.0003 a
Focus F; x ZYMV 0.0002 a 0.00007 cd 0.0003 a
Focus F; x Ticari AMF x ZYMV 0.0001 a 0.00007 cd 0.0002 a
Comet F; x Kontrol 0.0001 a 0.00006 cd 0.0002 a
Comet F; x Glomus mosseae 0.0001 a 0.00006 d 0.0002 a
Comet F; x ZYMV 0.0002 a 0.00007 cd 0.0003 a
Comet F; x Glomus mosseae x ZYMV 0.0002 a 0.00007 cd 0.0003 a

*** P <0,001 &d: 6nemli degil

Klorofil b oranlart agisindan mikorhizal bitkiler ve kontrol bitkileri arasinda ¢ok fazla farklilik olmazken
ZYMV ile inokule edilmis bitkilerde ise azalma oldugu tespit edilmistir. Sipahioglu et al. (2009) tarafindan yapilan
calismada da PVY inokulasyonunun mikorhizal patates bitkilerindeki total klorofil i¢erigini kontrol bitkilerine gore
azalttig1 tespit edilmigtir. Patosistemlerdeki bu azalig, patojenlerin bitkilerin fotosentez aktivitesine miidahale etmesi
sonucu ortaya ¢ikan bir azalis olarak yorumlanabilir (Demir, 1998).

ZYMYV ve AMF inokulasyonlarinin kabak fidelerinintoplam fosfor (P) icerigine etkisi

Kabak bitkisinde yapilan toplam P icerigi sonuglarina gore Sakiz x Ticari AMF x ZYMV (%2.12) ve Focus
F1 X ZYMV (% 1.32) uygulamalari ile diger uygulamalar arasinda istatistiki agidan onemli farkliliklarin oldugu
ortaya konmustur (Cizelge 6).

Cizelge 6. AMF ve ZYMYV inokulasyonlarinin kabak ¢esitlerinde toplam P igerigine etkisi

Uygulamalar Toplam P igerigi (%)
Sakiz x Kontrol 111b
Sakiz x Ticari AMF 0.93b
Sakiz x ZYMV 1.07b
Sakiz x Ticari AMF x ZYMV 2.12 a ***
Focus F; x Kontrol 1.18b
Focus F; x Ticari AMF 095b
Focus F1 x ZYMV 1.32ab
Focus F; x Ticari AMF x ZYMV 1.11b
Comet F; x Kontrol 1.18b
Comet F; x Glomus mosseae 1.06 b
Comet F; x ZYMV 1.20b
Comet F; x Glomus mosseae x ZYMV 1.03b
*** P < (0,001

Elde edilen bulgularda dikkati ceken nokta, genel olarak mikorhizal bitkilerin P iceriginin, mikorhizal
olmayanlara gore daha diisiik bulunmasi olmustur. Oysa ki AMF tiirlerinin bagsta fosfor olmak {izere birgok makro
ve mikro besin elementinin (¢inko, bakir, mangan, demir, kalsiyum, potasyum ve azot v.b) aliminda etkili oldugu,
ozellikle, toprakta yogun olarak fikse edilen ve bitki tarafindan alinimi simirli olan fosforun, AM funguslar
tarafindan daha kolay bir sekilde bitkiye kazandirildigr ortaya konmustur(Hayman, 1982; Marchner, 1995; Demir,
1998; Smith ve Read, 2008). Bu c¢aligmada elde edilen sonuglar s6zii edilen ¢aligmalarla farklilik gdstermis, tek
bagina AMF inokulasyonlarinin kabakta fosfor statiisiinii fazla etkilemedigi, buna karsilik ZYMYV ile inokule edilmis
kabak bitkilerinin P iceriginin arttif1 belirlenmistir (Cizelge 6). Bununla birlikte, P’un viriislerin yap1 tasi olan
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niikleik asitler ve enerjice zengin bilesiklerdeki rolii dikkate alindiginda, stimule edilmis protein sentezinin bu artiga
yardim ettigi ifade edilebilir (Daft and Okusanya, 1973; Dehne, 1982; Shaul et al., 1999).
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